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js! ;j Zusammenfassung: Es wird über eine lasernepheloinetrische Methode zur Bestimmung der Fibronectinkonzentration
in verschiedenen menschlichen und tierischen Körperflüssigkeiten berichtet. Das Verfahren erweist sich als präzise
(VK in der Serie 2,1%), empfindlich (untere Nachweisgrenze 1,2 mg/1 Fibronectin), schnell, relativ einfach und voll
mechanisierbar. Mittels programmierbarer Rechner ist eine elektronische Auswertung der Streulichtsignale möglich.
Die mit der Lasernephelometrie und der radialen Immundiffusion bestimmten Antigenkonzentrationen weisen einen
Korrelationskoeffizienten von r = 0,859 auf.
In Plasmen gesunder Männer wurde eine mittlere Fibronectinkonzentration von 291 mg/1, bei Frauen eine signifi-
kant niedrigere Konzentration von 259 mg/1 gefunden. Bei Carcinomen des weiblichen Genitaltraktes und bei Morbus
Crohn lassen sich Erhöhungen der Fibronectinkonzentration im Plasma feststellen. Synovialflüssigkeiten entzündli-
cher Genese weisen signifikant höhere Konzentrationen (318 mg/1) auf als die nicht-entzündlichen Ursprungs. In
Seminalplasmen konnte bei starker individueller Streuung Fibronectin in dem Plasma vergleichbaren Konzentrationen
nachgewiesen werden. Extrem niedrige Antigenkonzentrationen (0,41 mg/1) fanden sich im Liquor cerebrospinalis
Gesünder, unter pathologischen Bedingungen kommt es zu signifikanten, positiv mit der Zellzahl koalierenden
Anstiegen. Ebenfalls niedrige Fibronectinkonzentrationen (16 mg/1) sind in Amnionflüssigkeit am Ende der Gravidität
nachweisbar.
The use of laser nephelometry for the determination and computer-assisted calculation of the fibronectin concentra-
tion in various body fluids
Summary: We report a laser-nephelometric procedure for the determination of the concentration of fibronectin in
various human and animal body fluids. The method is precise (CV intra-assay 2.1%), sensitive (the detection limit is
1.2 mg/1 fibronectin), rapid, relatively simple and can be totally mechanized. By use of programmable calculators an
electronic evaluation of the scattered light signals is possible. The antigen concentrations determined both by laser
nephelometry and radial immunodiffusion show a coefficient of correlation of r = 0.859.
In plasma of healthy men the mean concentration of fibronectin is 291 mg/1; women have a significant lower con-
centration of 259 mg/1. Increased levels of plasma fibronectin were found in patients with carcinomas of the female
genital tract and Morbus Cröhn. Synovial fluids obtained from inflammatory joint diseases contain significantly higher
concentrations of fibronectin (318 mg/1) than those from non-inflammatory joints. The range of concentration of
fibronectin in seminal plasma is similar to that in blood plasma, but a large inter-individual variation was observed.
Extremely low antigen concentrations (0.41 mg/1) were determined in normal liquor cerebrospinalis, but under
pathological conditions a significant increase occurs, which correlates strongly with the cell count. Low levels of
fibronectin (16 mg/1) were also found in amniotic fluids at the end of pregnancy.
Einführung ^ Oberflächen vorwiegend mesenchymaler Zellen als
Bestandteil der Glycocalyx, im extrazellulären Binde-
Fibronectin (1), auch unter den Bezeichnungen fibroblast gewebe und in extrazellulären Flüssigkeiten vor (für
surface antigen (2), gälactoprptein A (3), cell surface Übersichten siehe 1. c. 7-9). Im Plasma tritt es als di-
protein (4), large, external, transformation-sensitive meres, aus zwei nahezu identischen Untereinheiten
(LETS) protein (5) und cold insoluble globulin (6) be- bestehendes und durch Disulfidbrücken fixiertes Protein
kannt, kommt als hochmolekulares Glykqprotein an mit einem Molekulargewicht von 440000 und elektro-
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phoretischer a2 -Beweglichkeit auf (10), welches der
zellassoziierten Form des Fibronectins zwar sehr
ähnlich, mit ihr wahrscheinlich jedoch nicht identisch
ist (7). Immunologisch zeichnen sich beide Typen
durch komplette Kreuzreaktivität aus (2,11—13).
Die Vielzahl der biologischen Aktivitäten dieses Pro-
teins, wie seine Bindungsaffinität zu Kollagen (14-16),
Fibrin und Fibrinogen (17), sein positiver Effekt auf
die Zell-Zell- und Zell-Substrat-Adhäsion (18,19), seine
Hämagglutinationseigenschaften (20, 21) und Opsonin-
aktivität (22), seine vermutete Rolle in der Clearance-
Funktion des retikuloendothelialen Systems (23) und
seine mögliche Bedeutung bei embryonalen Differen-
zierungsprozessen (24), sowie die Verminderung des
oberflächenassoziierten Fibronectins in transformierten
(neoplastischen) Zellen (25, 26) haben das klinische
Interesse an diesem Plasmaprotein stark ausgeweitet.
Damit entstand der Bedarf an einer schnellen, einfa-
chen und zuverlässigen Methode zur quantitativen Be-
stimmung des Fibronectins im Plasma und in Geweben.
Im Gegensatz zu den früher verwendeten, bestenfalls
semiquantitativen Nachweisverfähren durch Immun-
fluoreszenz oder durch elektrophoretische Auftrennung
mit nachfolgender Densitometrie haben sich immuno-
logische Meßprinzipien, wie radiale Immundiffusion
(27), Elektroimmundiffusion nach Laurell (28), Radio-
immunoassay (l, 29) und Enzymimmunoassay (ELISA)
(15) als Methoden mit relativ hoher analytischer Zu-
verlässigkeit erwiesen. Der Einsatz der Lasernephelo-
metrie, z.B. bei der quantitativen Bestimmung der Im-
munglobulinkonzentrationen im Serum (30,31), hat
gezeigt, daß sich dieses Verfahren grundsätzlich zur
schnellen, einfachen und zuverlässigen Einzelprotein^
bestimmung anbietet (32, 33).
Wir haben dieses Prinzip folglich zur Bestimmung der
Fibronectinkonzentration in verschiedenen mensch-
lichen und tierischen Körperflüssigkeiten angewandt
und an einigen Beispielen geprüft, ob sich aus verän-
derten Fibronectinkonzentrationen diagnostisch rele-
vante Aussagen machen lassen.
Material und Methoden
Geräte
Als Grundgerät diente das mit einem 4 mW Helium-Neon-Laser
(Wellenlänge 632,8 nm) ausgestattete Nephelometer (Nr. 37250/
339) der Behringwerke AG, Marburg/Lahn (34), weiches durch
eine Transportautomatik mit elektronischer Zeitvorwahl (Beh-
ringwerke AG) und durch einen über ein Interface adaptierten
programmierbaren Hewlett-Packard-Tischrechner 9815 A er-
gänzt war. Die Streulichtintensitäten wurden bei manueller Aus-
wertung an einem Digitalvoltmeter abgelesen oder bei elektro-
nischer Auswertung unter Verwendung geeigneter Programme
(siehe unten) direkt in die Endkonzentration umgerechnet und
ausgedruckt. Die Inkubation und Streulichtmessung erfolgte in
LN-Universalküvetten (Behringwerke AG).
Reagenzien
Die Reagenzien wurden von folgenden Firmen bezogen: Anti-
serum gegen humanes Fibronectin vom Kaninchen (0,79 g
Protein/ml, Charge 107 202 B, C), Protein-Standardplasma
(Charge 1105, 250 mg Fibronectin/1), LC Partigen-Platten für
Fibronectin1) (Charge 3674) und Klärungsmittelfür trübe Sera
(unter Verwendung von Frigen®) von der Fa. Behring AG, Mar-
burg/Lahn; Polyethylenglykol 6000 pract. von Sem Fein-
biochemica, Heidelberg; phosphatgepufferte NaCl-Lösung (ohne
Magnesium und Calcium) von Flow Laboratories GmbH, Bonn;
humanes Fibronectin (Charge 93457, elektrophoretische Rein-
heit 85%, 0,8 g/lCyclohexylaminopropan-Sulfonsäure, pH 11,0)
von Collaborative Research, Inc., Waltham, Mass., USA; Hyaluro-
nat 4-glycanohydrolase (EC 3.2.1.35) von Boehringer GmbH,
Mannheim; Heparin (Charge 78 C-0203, Na-Salz, aus Intestinal-
mucosa des Schweines) von Sigma Chemical Comp., München.
Proben
Die Fibronectinkonzentrationen wurden bestimmt in Plasmen
offensichtlich (klinisch und biochemisch) gesunder Personen
(Blutspender, Studenten, Mitarbeiter der Klinik) zur Erstellung
des Referenzbereiches sowie in den in das Zentrallaboratorium
gelangten, durch eindeutige Diagnosen ausgewiesenen pathologi-
schen Plasmen. Die Proben wurden bis zur Analyse, die über-
wiegend innerhalb von 24 Stünden nach Specimennahme er-
folgte, bei 4 °C gelagert.
Synovialflüssigkeit wurde durch Punktion ätiologisch unter-
schiedlicher Gelenkergüsse gewonnen und nach Abzeritrifugation
zellulärer Bestandteile bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C
gelagert. Unmittelbar vor der Analyse wurden die Proben durch
Inkubation mit 25 Mg (ca. 25 Einheiten) Schaftestes-Hyaluronid*
äse pro ml Synovialflüssigkeit für 5 Minuten bei 37 °C in der
früher beschriebenen Weise depolymerisiert (35).
Seminalplasma wurde aus dem zum Zwecke der Fertüitäts-
diagnostik gewonnenen Ejakulat nach Abzentrifugation der
Zellen hergestellt und ohne längere Probenlagerung direkt zur
Untersuchung eingesetzt.
Die zur Fibronectinbestimmung verwendeten Volumina Amnion-
"flüssigkeit und Liquor cerebrospinalis waren jeweils ein Teil der
zu anderen klinisch-diagnostischen Zwecken durch Amniqzen-
tese bzw. Lumbaipunktion abgenommenen Körperflüssigkeiten.
Zur Gewinnung von Rattenplasma wurden äthernarkotisierten
männlichen Sprague-Dawley Ratten etwa 5 ml Blut aus der
V. cava inf. entnommen und in EDTA-Blutbildröhrchen anti-
koaguliert.
Durchführung der Fibronectinbestimmung
Mit Ausnahme der in den Legenden der entsprechenden Abbil-
dungen und Tabellen beschriebenen Modifikationen· war das
grundsätzliche Vorgehen bei der lasernephelometrischen Be-
stimmung der Fibronectinkonzentration wie folgt:
2 bis 5 ml Blut wurden unmittelbar nach Entnahme in Ethylen-
diamintetraacetat-(EDTA-) beschichteten Röhrchen (Fa. Sar-
stedt, Art. Nr. 328) antikoaguliert und zentrifugiert. 0,5 ml
des hämolysefreien Plasmas wurden mit Klärungsmittel behan-
delt (36, 37) und 100 des geklärten Plasmas 1:51 mit filtrier-
ter (Millex disposable filters, Miliipore GmbH, Neu-Isenburg)
0,154 mol/1 NaCl-Lösung verdünnt. 100 des verdünnten Plas-
mas wurden in LN-Küvetten, deren Eigenstreuung vorher ge-
prüft wurde, mit 100 des 1:5 verdünnten Fibronectin-Anti-
serums für genau 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und
zur Streulichtmessung eingesetzt. Bei seriellen Bestimmungen
erfolgte die Zugabe von Antiserum und Messung im 15 s Inter-
vall.
Die Leerwerte (in Volt) waren für die Küvetten 0,04, für fil·
. trierte NaCl 0,06, für verdünntes Antiserum 0,22 und verdünn-
tes, geklärtes Plasma 0,08.
Zuf Erstellung der Referenzkurve wurden die Streulichtinten-
sitäten geometrischer Verdünnungen von 1:13 bis 1:208 des
1) Kein offizielles Verkaufsprodukt der Behringwerke.
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geklärten Protein-Standardplasmas (250 mg/1 Fibronectin) mit
filtrierter physiologischer NaCl-Lösung gemessen und auf
Millimeterpapier ausgewertet. Diese Kurve diente auch zur
Grundlage der rechnerunterstützten Auswertung.
Zur Fibronectinbestimmung durch radiale Immundiffusion
wurde geklärtes EDTA-Plasma 1:3 mit 0,154 mol/1 NaCl ver-
dünnt. 20 dieser Verdünnung wurden aufgetragen und 3 Tage
inkubiert. Die Standardkurve wurde mit unverdünntem
(250 mg/1), 1:2 (125 mg/1) und 1:4 (62,5 mg/1) verdünntem
Standardhumanplasma (Charge 1105) erstellt. Die Auswertung
erfolgte nach dem üblichen Verfahren.
Allgemeine Analysen
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde mit der
Biuret-Methode (38), Zellzählungen und -differerizierungen
nach klinisch-chemischen Standardverfahren durchgeführt.
Statistische Verfahren
Zur Ermittlung des Referenzbereiches wurde das vom Vertei-
lungstyp der Meßwerte unabhängige nicht-parametrische Test-
verfahren nach Murphy (39) angewandt. Signifikanzen wurden
geprüft entweder mit dem t-Test für unverbundene und verbun-
dene Stichproben oder mit dem M/coxon-Test (40).
Ergebnisse
Methodik
Die Inkubation einer Plasrnaverdünnung mit Fibronectin-
Antiserum fuhrt zu einer zeitabhängigen Zunahme der
Intensität des gestreuten Laserlichtes (Abb. 1). Nahezu
maximale Streulichtsignale werden nach einer Inkuba-
tionsdauer von 60 min erreicht. Als Ausdruck einer
Sedimentation der Immunkomplexe beginnt das Streu-
licht bei hohen Fibronectinkonzentrationen in der Kü-
vette (9,6 mg/1) 75 min nach Beginn der Inkubation wie-
der zu fallen, während bei niedrigeren, im physiologischen
Bereich liegenden Konzentrationen (2,98 mg/1) die
Spannung bis mindestens 120 min stabil ist. Verlänge-
rungen der üblichen Inkubationszeit von 60 min sind
somit ohne Einfluß auf den Meßwert, wohingegen bei
einer Inkubationsdauer von 45 min durchschnittlich um
10% niedrigere Streulichtsignale registriert werden
(Abb. 1). Bei Verwendung vonDulbecco's phosphat-
gepufferter Lösung anstelle von ungepufferter physio-
logischer NaCl-Lösung zur Plasmaverdünnung werden
reduzierte Streulichtsignale erhalten, wobei das Ausmaß
der Erniedrigung abhängig ist von der Antigenkonzentra-
tion in der Küvette und von der Inkubationsdauer
(Abb. 2). So liegen nach 120 min bei einer Konzentra-
tion von 2,97 mg/1 Fibronectin die Meßwerte mit phos-
phatgepufferter Salzlösung etwa um 15% unter den mit
0,154 mol/1 NaCl erhaltenen. Der Abbildung 2 ist wei-
terhin zu entnehmen, daß der Zusatz von Polyethylen-
glykol 6000 in einer Konzentration von 20 g/l Küvetten-
inhalt in beiden Arten von Inkubationsmedium zu einer
deutlichen Erhöhung des Streulichtes führt (bei
2,97 mg/1 Fibronectin und einer Inkubationsdauer von
60 min um 53%), wohingegen die Kinetik der Immun-
komplexbildung nahezu unbeeinflußt bleibt.
Die Intensität des Streulichtes verändert sich in Abhän-
gigkeit von der eingesetzten Antigenmenge in einer für
Heidelberger-Kurven typischen Weise (Abb. 3). Mit
Verlängerung der Inkubationsdauer von 15 min auf
120 min kommt es bei sehr niedrigen Antigenkonzentra-
tionen in der Küvette (z.B. 0,7 mg/1) zu einer 100%igen
Erhöhung des Streulichtes und damit zu einer Anhe-
bung der unteren Nachweisgrenze. Mit zunehmender
Inkubationsdauer wird außerdem eine Vergrößerung des
Meßbereiches durch Verschiebung dep Äquivalenzpunk-
tes zu höheren Antigenkonzentrationen (von 10 mg/1
bei ISminutiger zu 18 mg/1 bei oOminutiger Inkubation)
erreicht (Abb. 3). Unter Berücksichtigung einer Min-
destfüllmenge der Küvette von 150 ist es möglich,
lasernephelometrisch l ,2 mg Fibronectin pro l Körper-
flüssigkeit (entsprechend 90 ng Antigen in der Küvette)
zuverlässig nachzuweisen, eine Empfindlichkeit, die
durch Zusatz von Polyethylenglykol (siehe oben) noch
zu steigern ist.
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Abb. 1. Kinetik der Immunkomplexbüdung zwischen Plasma-
Fibronectin und Antiserum.
Protein-Standardplasmä wurde in den Verdünnungen
1:13,1:42 und 1:130 eingesetzt, so daß Fibronectin-
konzentrationen von 9,6 mg/1 (·—·), 2,97 mg/1 (A—A)
und 0,96 mg/1 (·—·) im Inkubationsansatz resultierten.
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Abb. 2. Kinetik der Immunkomplexbildung zwischen Fibronec-
tin und Antiserum in Abhängigkeit von der Art der Ver-
dünnungslösung des Plasmas mit und ohne Polyethylen-
glykol.
Protein-Standardplasma wurde wie in Abbildung l be-
schrieben verdünnt, um Fibronectinkonzentrationen in
der Küvette von 2,97 mg/1 (·—·) und 0,96 mg/1 (*—A)
zu erhalten. Die Verdünnung erfolgte entweder mit
0,154 mpl/1 NaCl (l, 3) oder mit phosphatgepufferter
NaCl-Lösung (2,4), die entweder 20 g/l (l, 2) oder kein
(3,4) Polyethylenglykol enthielten.
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Abb. 3. Immunkomplexbildung zwischen Fibronectin und Anti-
serum in Abhängigkeit von der Antigenkonzentration
in der Küvette.
Die Streulichtmessung erfolgte nach einer Inkubations-
zeit von 15 min (*—A), 30 min (·—·), 60 min (·—·)
und 120 min (o—o).
Eine typische Referenzkurve für einen Antigenbereich
von 0,6-9,6 mg/1 Küvetteninhalt, der etwa die untere
Hälfte des aufsteigenden Teiles der Heidelberger-Kurve
repräsentiert, zeigt Abbildung 4. 95% der für ein gesun-
des Referenzkollektiv ermittelten Streulichtsignale für
Fibronectin im Plasma kommen auf den unteren 40%
der Referenzkurve zu liegen. Damit ist gewährleistet,
daß auch bei stark erhöhten pathologischen Fibronectin-
konzentrationen im Plasma bzw. bei hohen Antigen-
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Abb. 4. Referenzkurve für Plasma-Fibronectin.
Protein-Standardplasma wurde in den Verdünnungen
1:13,1:26,1:52,1:104 und 1:208 mit 100 Anti-
serum fur 60 min inkubiert. Mittelwert ± 2 s. Bereich
der Streulichtsignale und Fibronectinkonzentrationen
in der Küvette für ein Kollektiv von 110 gesunden Kon-
trollpersonen sind angegeben.
Die Abschnitte I bis III markieren die Bereiche der Stan-
dardkurve, für die zum Zwecke der rechner-unterstütz-
ten Auswertung Regressionsgeraden berechnet wurden.
koiizentrationen in anderen Körperflüssigkeiten bei
unveränderter Vorverdünnung (1:51) stets im Anti-
körperexzeß gemessen wird. Die zur Ermittlung der
Referenzkurve hergestellten Plasmaverdünnungen sind
über einen Zeitraum von mindestens 5 Tagen stabil.
Über die bei der lasernephelometrischen Bestimmung
von Fibronectin im Plasma erreichten Präzisionen in-
formiert Tabelle 1. Zur Durchführung von Präzisions-
kontrollen sind grundsätzlich bei - 20 °C aufbewahrte
Aliquots eines Humanplasmapools geeignet, doch kön-
nen alternativ dazu einige der in Tabelle 2 untersuchten
Kontrollseren herangezogen werden. Da ihre Fibronectin-
konzentrationen (mit Ausnahme von Standardhuman-
plasma) im allgemeinen wesentlich niedriger als im Hu-
manplasma sind, können nur durch entsprechend gerin-
gere Vorverdünnungen dem 1:51 verdünnten Human-
plasma vergleichbare Streulichtsignale erhalten werden.
Eine größere Anzahl von Kontrollseren scheint jedoch
(nahezu) kein Fibronectin zu enthalten (Tab. 2).
Die Wiederfindungsrate des Antigens in einer kommer-
ziell erhältlichen Lösung von Humanfibronectin beträgt
52%, wenn die vom Hersteller angegebene Antigenkon-
zentration zugrunde gelegt wird.
Die Ergebnisse eines statistischen Vergleichs zwischen
Lasernephelometrie und radialer Immundiffusion sind
in Abbildung 5 zusammengefaßt. Die Präzisionen der
Fibronectinbestimmung (n = 14) mittels radialer Im-
mundiffusion sind gekennzeichnet durch einen Varia-
tionskoeffizient von 2,4% (in der Serie) und 5,5% (von
Tag zu Tag) bei einer Antigenkonzentration von 125 mg/1.
Auch mit dieser Methode beträgt die Wiederfindung in
der oben genannten Fibronectinlösung nur 52%.
Die Art der Probenverwahrung (bei Raumtemperatur,
+ 4 °C, - 20 °C) ist über einen Zeitraum von mindestens
10 Tagen ohne signifikanten Einfluß auf die gemessene
Fibronectinkonzentration. Lagerung der Proben bei
- 20 °C über 6 Monate verändert den Meßwert nicht. In
Übereinstimmung mit früheren Befunden (41,42) erge-
ben sich im Serum durchschnittlich um 18% niedrigere
Fibronectinkonzentrationen als im EDTA-Pläsma
Tab. 1. Ergebnisse der Präzisionsköntroile bei der Bestimmung
der Fibronectin-Konzentration im Plasma mittels Laser-
nephelometrie.
Präzision
in der Serie
Analysenzahl
Mittelwert
(mg/1)
Standard-
abweichung
(mg/i)
Variations-
koeffizient
(%)
20
457
8,9
2,1
20
243
3,9
1,6
20
124
3,3
2,6
Präzision
von Tag zu Tag
20
478
18,8
3,9
20
245
14,7
6,0
15
125
18,8
7,0
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Tab. 2. Streulichtintensitäten und Fibronectinkonzentrationen in einigen Qualitätskontrollseren im Vergleich zu Humanplasma und
Antiserum-NaCl-Gemisch (Volumina, l + 1). Die Vorverdünnungen waren für die Kontrollseren 1:21, für Humanplasma 1:51.
Kontrollseren
(Hersteller)
Humanes Plasma ( ± 2s)
Antiserum-NaCl
Standardhumanplasma (Behring)
Moni-Trol I-E (Dade)
Hyland-Q Pak (Hyland)
Seroquant A (Behring)
Hyland P (Hyland)
Hyland N (Hyland)
Moni-Trol II-E (Dade)
Norm o sie (Asid)
Validate A (Goedecke)
PKR (Asid)
Seronorm (Nyegaard)
Precilip (Boehiinger)
Precinorm U (Boehiinger)
Seronorm Lip id (Nyegaard)
Ortho (Ortho Diagnostics)
Ortho Abnormal (Ortho Diagnostics)
Ortho Ria Control I (Ortho Diagnostics)
Ortho Ria Control II (Ortho Diagnostics)
Pathonorm L (Nyegaard)
Bilirubin Control (Dade)
Precipath E (Boehringer)
Charge
-
502533 A
LTD 147 B
3656 P 001 AAF
624103
P11E
I N 05 A
PTD 60 A
414 B
64 1117
402
147
661
839
54
5 R 215
9 S 317
3 S 407
2 S 507
12
B;C941
833
Streulichtintensität
(V)
1,4-2,50-3,3
0,20
4,22
3,55
2,96
2,68
2,58
2,57
2,40
2,17
1,95
1,58
1,54
1,37
1,36
0,74
0,72
0,63
0,51
0,43
0,18
0,17
0,14
immunreaktivcs
Fibronectin
(mg/1)
180-290-400
234
190
152
133
127
126
116
105
94
76
74
65
65
34
33
29
23
18,8
—
-
—
• -ii1
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Abb. 5. Statistischer Vergleich der mit der Lasernephelometrie
und radialen Immundiffusion ermittelten Fibronectin-
konzentrationen in 42 Patieiitenplasmen.
n =42; y = 1,0434 x-54,59; r = 0,859.
(Tab. 3). Die mit Heparin antikoagulierten Plasmen wel··
sen im allgemeinen niedrigere und stark streuende Fi*
brpnectinkonzentrationen auf. Eine lasemephelometri-
sche nachweisbare Inhibition der Bildung des Fibronec-
tin-Antikörper.Komplexes durch Heparin konnte bis zu
einer Polyanionenkonzentration von 90 mg/1 Küvetten-
Tab. 3. Vergleich der lasernephelometrisch ermittelten Fibro-
nectin-Konzentrationen im EDTA-PJasma, Heparin-
Plasma und Serum von 12 gesunden Probanden.
Von 10 ml venös entnommenen Blutes wurden je 3 ml
in EDTA-beschichteten Blutbildröhrchen (Fa. Sarstedt)
oder Heparin-enthaltenden Gefäßen (Fa. Sarstedt) anti-
koaguliert. Der Rest wurde bis zur vollständigen Gerin-
nung l Stunde bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die
Fibronectinbestimmung erfolgte im Zentrifugations-
überstand. Die Berechnung der Signifikanzen (a) erfolgte
mit dem t-Test für verbundene Stichproben.
Heparin-Plasma EDTA-Plasma Serum
Mittelwert
(mg/1)
Standard-
abweichung
(mg/1)
Variations-
koeffizient
(%)
178
= 0,001
71
40,0
306
= 0,001
45
14,7
245
38
15,5
inhalt nicht festgestellt werden. Bei einer Heparinkon-
zentration von 170 mg/1 beträgt die Wiederfindung des
Fibronectins noch 83 %·
Als Grundläge der rechner-assistierten Auswertung der
Streulichtintensitäten (Spannungen) dient die in Abbil-
dung 4 als Beispiel dargestellte Referenzkurve. Da auf
Grund ihres flachen Verlaufes mit einer Exponential-
funktion keine optimale Kurvenanpassung erreichbar
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war, wurde die Kurve in 3 Bereiche aufgeteilt, für die die
Regressionsgeraden (x = Spannung, y = Fibronectinkori-
zentration) y = 0,975 + 0,0598 (I), y = l, 18 x -
0,467 (II) und y = l ,549 - 2,258 (III) berechnet wur-
den (Abb. 4). In allen drei Teilbereichen betragen die
Korrelationskoeffizienten zwischen wahrer und ideali-
sierter Kurve 0.999. Unter Berücksichtigung der Proben-
verdünnung wurden die Funktionen in den Rechner
HP 9815 A eingegeben, der somit Meßsignale (V) und
Fibronectinkonzentrationen ausdruckte.
Klinische Anwendungen
Die lasernephelometrisch im Plasma bestimmte mittlere
Fibronectinkonzentration für gesunde Männer im Alters-
bereich zwischen 20 und 45 Jahren beträgt 291 mg/1,
Frauen weisen eine signifikant niedrigere Konzentration
von 259 mg/1 auf (Tab. 4). Die Verteilungsfunktion
konnte nich eindeutig bestimmt werden.
Im Rattenplasma (n = 10) beträgt die mit Anti-Human-
fibronectin gemessene immunreaktive Konzentration
(x ± s) des "cold-insoluble globulin" 228 ± 11 mg/1.
Stichprobenuntersuchungen ergaben für die Gruppe der
Mammacarcinome (n = 7) und Carcinome des weiblichen
Genitaltraktes (Corpus-, Collum-, Ovarialcarcinome) so-
wie bei Patientinnen mit Morbus Crohn signifikant er-
höhte Fibronectinkonzentrationen im Plasma, wohin-
gegen derartige Unterschiede bei Patienten mit Carci-
nomen des Verdauungstraktes (Ösophagus, Magen, Rek-
tum) und mit Bronchialcarcinomen (n = 4) nicht nach-
weisbar waren (Tab. 4). Mit Ausnahme erhöhter Kon-
zentrationen (400—500 mg/1) bei einigen Immuno-
Tab. 4. Fibronectinkonzentrationen im Plasma gesunder Perso-
nen und Patienten mit Carcinomen und Morbus Crohn.
Die Referenzbereiche wurden mit dem nicht-parametri-
schen Verfahren nach Murphy (39) ermittelt; die Be-
reiche, die 80% der Meßwerte mit = 0,1 umfassen und
die Mittelwerte sind angegeben.
Für pathologische Plasmen sind die Streubereiche und
die mittleren Konzentrationen aufgeführt.
Die Signifikanzen wurden mit dem t-Test für unverbun-
dene Stichproben berechnet.
Herkunft des Plasmas Anzahl Fibronectin
(mg/1)
Gesunde
männliche Erwachsene 101
Gesunde
weibliche Erwachsene 39
Carcinome des weiblichen
Genitaltraktes und
Mammacarcinome 13
Carcinome des
Verdauungs- und
Respirationstraktes
229-291-379
196-259-360
253-332-412
Signifi-
kanzen
0,01
0,001
cytompatienten ergaben sich bei einer Vielzahl anderer
Erkrankungen keine signifikanten Abweichungen vom
Referenzwert.
Bei Synovialflüssigkeiten (n = 40), die nach zytologi-
schen, klinisch-chemischen und physikochemischen
Kriterien (43,44) in nicht-entzündliche und entzünd-
liche Ergüsse getrennt wurden^Jconnte in der letztge-
nannten Gruppe eine signifikante Zunahme der Fibro-
nectinkonzentration festgestellt werden (Tab. 5). In
nicht-entzündlichen Punktionsflüssigkeiten beträgt die
mittlere Antigenkonzentfation etwa nur 50% der
Konzentration im Plasma. Zwischen Gesamtprotein-
und Fibronectingehalt besteht statistisch kein Zusam-
menhang.
Ähnlich den Veränderungen in den Synovialflüssigkeiten
kommt es auch in entzündlichen Liquores cerebro-spi-
näles zu Erhöhungen der Fibronectinkonzentrationen,
deren Ausmaß stärker mit der Zellzahl (r = 0,898) als
mit der Gesamtproteinkonzentration (r = 0,797) korre-
liert (Tab. 6). Die extrem niedrigen Antigenkonzentra-
tionen in gesunden und pathologischen Liquores machen
eine 5:1 Konzentrierung vor der Inkubation mit dem
Antiserum notwendig, um Streulichtintensitäten von
mindestens 0,5 V zu erhalten.
Dem Plasma vergleichbare Antigenbereiehe konnten wir
für die überwiegende Zahl der untersuchten Seminal-
plasmen feststellen (Tab. 7). Die erhebliche Variabilität
der individuellen seminaleri Fibronectinkonzentrationen
läßt statistisch keine Beziehung (r = 0,07) zur Spermata-
zoenzahl erkennen.
Sehr niedrige, zwischen 3,4 und 24,5 mg/1 (Mittelwert
16 mg /l) sich bewegende Konzentrationen des immun-
reaktiven Fibronectins sind in den Amnionflüssigkeiten
(n = 6) der 38. Schwangerschaftswoche nachweisbar,
bei einer Probe aus der 18. Woche konnte jedoch eine
Tab. 5. Konzentrationen von Fibronectin und Gesamtprotein in
Synovialflüssigkeiten nicht entzündlicher und entzündli-
cher Ätiologie.
Die Unterscheidung zwischen beiden Gruppen von Er-
güssen erfolgte nach den früher aufgestellten klinisch-
chemischen, zytologischen und physikochemischen Kri-
terien (43, 44).
Die Signifikanzen der Unterschiede (a), geprüft mit dem
Wilcoxon-Test> und die Korrelationen (r) zwischen Fi-
bronectin- und Proteinkonzentration sind angegeben
(in Klammern).
Herkunft der
Synovialflüssigkeit
Anzahl Fibronectin
(mg/1)
Gesamt-
protein
(g/l)
(Männer)
Ileitis terminalis Crohn
(Frauen)
19
8
152-275-428
180-302-419
0,40
0,10
Nicht-enzündlicher
Erguß 23
Entzündlicher
Erguß 17
(r = 0,37)
153 ±65 . 28,5 ±5,8
(a = 0,001) (a = 0,001)
318 ± 129 47,9 ± 5,2
(r = 0,03)
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Tab. 6. Fibronectm- und Gesamtproteinkonzentrationen sowie
Zellzahl in normalen und pathologischen Liquores
cerebrospinales.
Vor der Bestimmung wurde der Liquor 5: l konzentriert.
Die Zahl der untersuchten normalen Liquores ist in
Klammern angegeben, für Gesamtprotein und Fibro-
nectin sind Konzentrationsbereiche und Mittelwerte
aufgeführt. Die Korrelationen (r) wurden berechnet.
Normaler
Liquor (5)
Pathologischer
Liquor
Zellzahl
1-2
1
10
778
4200
4200
6100
37800
r = 0
Fibronectin
(mg/1)
0,22-0,41-0,56
0,44
0,23
0,51
0,57
1,06
1,36
2,18
,898 r = 0,797
Gesamtprotein
(g/l)
0,20-0,42-0,45
0,68
0,30
0,62
1,51
0,46
3,67
Tab. 7. Fibronectinkonzentration im Seminalplasma und Sper-
mienzahl im Ejakulat von 14 Patienten.
Fibronectin
(mg/1)
330
297
277
272
246
234
234
196
184
143
143
117
100
98
Anzahl der Spermien
(109/1)
- (Vasektomie)
21,5
- (Vasektomie)
74,8
4
- (Vasektomie)
34
— (Vasektomie)
86,4
7,3
4,5
92
0,5
0
Konzentration von 80 mg/1 gemessen werden. Aufgrund
dieser geringen Antigenkonzentration haben sich l :4
Vorverdünnungen der Amnionflüssigkeiten für "die Laser-
nephelometrie als optimal erwiesen.
Diskussion
Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, daß die methodischen
Möglichkeiten, zur Quantifizierung des „cold-insoluble
globulin" in biologischen Flüssigkeiten durch Anwen-
dung der Lasernephelometrie bedeutungsvoll erweitert
werden. Das Verfahren erweist sich als präzise, empfind-
lich, schnell, relativ einfach, voll mechanisierbar und
auf verschiedene menschliche und tierische Körperflüs-
sigkeiten anwendbar. Präzision und Probendurchsatz
können durch Adaptation einer automatischen Füll-
stätion an das Nephelometer weiter gesteigert werden.
Diese Merkmale, besonders die elektronische Auswer-
tung der primären Meßwerte, lassen die lasernephelo-
metrische Fibronectinbestimmung gegenüber den bisher
angewandten immunologischen Verfahren (1,15,
27-29) als vorteilhaft erscheinen. Die mit ihr ermittel-
ten Antigenkonzentrationen zeigen teilweise eine nur
ungenügende Übereinstimmung mit denen der radialen
Immundiffusion (Abb. 5). Die von uns angegebenen
Referenzbereiche für Fibronectiin im Plasma, die in
Bestätigung früherer Befunde (45,46) geschlechtsabhän-
gig verschieden sind, stimmen jedoch gut mit der über-
wiegenden Zahl der früher mitgeteilten Werte (41,42,
47) überein.
Obwohl diese Angaben auf die Richtigkeit der Laser-
methode hinweisen, muß es gegenwärtig dennoch als
Nachteil angesehen werden, daß wegen Fehlens geeigne-
ter Richtigkeitskontrollseren dieses Kriterium der ana-
lytischen Zuverlässigkeit nicht geprüft werden kann.
Die Wiederfindung von nur 50% der angegebenen Kon-
zentration einer kommerziell erhältlichen reinen Fi-
bronectinlösung kann u.a. auf eine unrichtige Ein-
waage seitens des Herstellers, auf Veränderungen der
Immunreaktivität während der Antigenlagerung und
-präparation sowie auf Störungen der Immunkomplex-
bildung durch Komponenten des Puffersystems zu-
rückzuführen sein. Zur Unterstützung dieser Gründe
sei betont, daß die (scheinbar) reduzierte Wiederfindung
sowohl bei der Lasernephelometrie als auch bei der
radialen Immundiffusion feststellbar war und somit
methodenunspezifisch ist.
Klinische, diagnostische und pathobiochemische Be-
deutung des Fibronectins im Plasma sind gegenwärtig
noch ungewiß. Es konnte nachgewiesen werden, daß
zirkulierendes Fibronectm in die gleichen Zellober-
flächenstrukturen inkorporiert werden kann wie das
endogen synthetisierte Glykoprotein (48). Plasma-
fibronectin könnte somit zum Aufbau der perizellulä-
ren Matrix solcher Zellen dienen, die zur Synthese des
LETS-Protein inkompetent sind (48). Obwohl bei eini-
gen Erkrankungen erhöhte (49—51) und erniedrigte
(41,46, 50, 52—54) Konzentrationen nachgewiesen
wurden, scheint die Fibronectinkonzentration im Blut,
wie auch unsere Stichprobenuntersuchungen zeigen,
auffällig konstant zu sein (45). Hingegen lassen sich
signifikante Erhöhungen der Fibronectinkonzentratio-
nen in den Synovialflüssigkeiten entzündlicher Gelenk-
erkfankungen feststellen. Eine Korrelation der Fi-
brpnectinkonzentration mit den ätiologischen Gruppen
entzündlicher Gelenkerkranküngen läßt sich nicht ange-
ben, möglicherweise besteht aber zwischen der Konzen-
tration des Fibronectins und der entzündlichen Aktivi-
tät ein Zusammenhang. Dieses Protein kann somit in
das Spektrum der Größen eingereiht werden, die zur
klinisch-chemischen Differentialdiagnostik entzündlicher
und nicht-entzündlicher Gelenkergüsse herangezogen
werden (43,44). Weitere Untersuchungen sind notwen-
dig, um die Herkunft des synovialen Fibronectins (orts-
ständige Synthese oder Diafiltrat des Plasmas), seine
mögliche molekulare Heterogenität (55) und die patho-
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biochemische Bedeutung erhöhter Fibronectinkonzen-
trationen im synovialen Entzündungsprozeß zu klären.
Erstmals konnten wir den Nachweis erbringen, daß
Fibronectin im Seminalplasma in einer dem Blutplasma
vergleichbaren Konzentration vorkommt. Auch hier
müssen umfangreichere klinische Untersuchungen prü-
fen, ob die in Tabelle 7 festgestellten Variationen in
den seminalen Fibronectinkonzentrationenvon diagno-
stischer und/oder pathogenetischer Aussagekraft für
Fertilitätsstörungen sind.
Im Gegensatz zu den bisher genannten Körperflüssigkei-
ten ist die immunreaktive Fibronectinkonzentration im
Liquor cerebrospinalis und in der Amnionflüssigkeit
sehr gering. Die lasernephelometrische Quantifizierung
im Liquor gelingt nur nach Konzentrierung der Probe.
Die von uns ermittelten Konzentrationen sind wesentlich
niedriger als die bisher mitgeteilten, radioimmunologisch
bestimmten Fibronectinkonzentrationen im Liquor
cerebrospinalis (55a), was auf qualitative und/oder quan-
titative Unterschiede des Antigens in dem zur Kalibration
verwendeten Standardplasma oder auf unterschiedliche
Eigenschaften der Antikörperpräparationen zurückzufüh-
ren sein könnte.
Ein dem Plasmafibronectin immunologisch und struk-
turell sehr ähnliches, offenbar mit ihm aber nicht iden-
tisches Protein wurde in der Amnionflüssigkeit nachge-
wiesen (56, 57). Die in der Literatur angegebene Kon-
zentration von 70 mg/1 (56, 57) ist, mit Ausnahme einer
Probe aus der 18. Schwangerschaftswoche, höher als
der lasernephelometrisch bestimmte Konzentrationsbe-
reich, jedoch fehlen in früheren Mitteilungen eindeutige
Angaben über den Zeitpunkt der Probennahme. Wie
Zellkulturversuche (57) nachweisen konnten, entsteht
das Amnionfibronectin nicht durch passive Ultrafiltra-
tion des Plasmas, sondern als Syntheseprodukt der als
E (epithelial cells), AF (amniotic fluid cells) und F
(fibroblastic cells) bezeichneten Zelltypen der Amnion-
flüssigkeit (58). Ob diesem Konstituenten der Amnion-
flüssigkeit ein physiologische Bedeutung zukommt, ist
unbekannt.
Als Ausdruck der phylogenetisch sehr konservativen
Struktur bestehen zwischen den Fibronectinen ver-
schiedener Tierspecies ausgedehnte immunologische
Kreuzreäktivitäten (l, 13, 59). Sie ermöglichen die Be-
stimmung der Konzentration von immunreaktivem
Fibronectin in Kontrollseren tierischen Ursprungs. Je-
doch muß betont werden, daß die derart ermittelte
Konzentration wesentlich von der Stärke der immuno-
logischen Kreuzreaktion beeinflußt wird und somit
von der mit nicht-immunologischen Verfahren bestimm-
ten Konzentration dieses Plasmaproteins in unterschied-
lichem Ausmaße abweichen kann. Dennoch können
sie, wie unsere Erfahrungen gezeigt haben, gegenwärtig
aus Mangel geeigneter Koritrollplasmen zur Präzisions-
kontrolle herangezogen werden. Die immunologische
Identität von Human- und Ratten-Plasmafibronectin
(22) ausnutzend, kann die Lasernephelometrie zur
Quantifizierung des Glykoproteins in diesem häufig
verwendeten Versuchstier ebenso eingesetzt werden,
wie zur quantitativen Bestimmung des LETS-Protein
in bioptisch entnommenen Gewebsproben und zur
Messung der Fibronectinproduktion durch in vitro
kultivierte Zellen menschlicher oder tierischer Herkunft.
Die Anwendung der lasernephelometrischen Bestimmung
scheint somit geeignet, die pathobiochemische und
diagnostische Bedeutung dieses möglicherweise sehr
wichtigen Proteins im Plasma, aber auch in anderen
Körperflüssigkeiten, durch Untersuchungen an einem
umfangreichen Patientengut einer Klärung näher zu brin-
gen.
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